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198. Theodor Wieland") und Helmut  Fritz"") : Stufenweiser Abbau 
von Peptiden rnit Hilfe der Lossenschen Reaktion 

[Aus dem Organisch-chemischen Institut der Universitiit Mainz] 

(Eingegangen am 22. Juni 1953) 

N-acylierte Oligopeptide lassen sich mit Hilfe der Lossenschen 
Reaktion ( Wasser-Abspaltung aus Hydroxamsiiuren) vom Carboxyl- 
Ende her abbauen. Die dabei abgespaltene endstiindige Aminosaure 
liiBt sich in Form des rim ein C-Atom itrmeren Aldehyds als dessen 
Dinitrophenylhydrazon nachweisen. Das andere Spaltstiick, ein 
Amid des verkiirzten Peptids, wird alkalisch zur Siiure verseift, von 
der aus der Abbau stufenweise weitergefiihrt werden kann. Die Be- 
reitung der als Ausgangsstoffe dienenden Hydroxamsiiuren sowie 
einiger freier Aminohydroxamsiiuren und ihr Verhalten bei der 
Hydrolyse gegenuber Cull und bei der thermischen Zersetzung wird 
beschrieben. 

Systematische Abbaureaktionen an Peptiden, durch welche die Bausteinreihenfolge 
dieser Naturstoffe aufgekljirt werden kann, sind besonders in den letzten Jahren an zahl- 
reichen Stellen eingehend untersucht worden. Wiihrend man zum Zweck des Abbaus 
vom Aminogruppen-Ende her mehrere Reaktionsfolgen mit gutem Erfolg anzuwenden 
gelernt hat (Phenylisocyanat-Methode von Ber gmann und Mitarbb.l), Phenylisothio- 
cyanat-Methode von P. Edman2),  Schwefelkohlenstoff-Methode von J. LQonis und L. 
Lev y3), o-Amino-N-phenyl-Derivat-Verfahren von H o lle y 4), Methylxanthogensiiure- 
ester-Methode von G. W. Kenner und H. G. Khorana5),  Carbgthoxy-Verfahren von 
Wessely u. Mitarbb.6) u. a.), 1iil3t sowohl Auswahl als auch Leistungsfiihigkeit der uns 
zu Gebote stehenden Abbauwege vom Carboxyl-Ende der Kette her noch manchen Wunsch 
offen. DievonP. SchlackundW.Kumpf aufgefundeneReaktion, die in derumsetzung 
der Carboxygruppe rnit rhodanwasserstoffsauren Salzen i. Ggw. von Essigsiiureanhydrid 
zu einem N-Acyl-thiohydantoin besteht, dessen labil gebundener Acylrest durch schwa- 
chesAlkali abgespalten wird, ist spiiter ineinzelnen Stufen verbessert worden (S. G.Waley 
u. J. Watson*); D. W. Kenner ,  H. G. Khorana  und R. J. Stedmana)).  Weitere 
interessante Abbaureaktionen (H. G. KhoranalO), K. Bailey1')) seien hier nur zitiert; 
auf die kiirzlich von R. A. Boissonnas12) veroffentlichte wird spiiter kurz eingegangen. 
F'riiher hatten M. Bergmann und L. Zervas13) eine andemartige kompliziertere Mog- 
lichkeit fur denselben Zweck angegeben, die hier kurz geschildert sei, da unser neues 
Verfahren eine gewisse -&hnlichkeit rnit ihr besitzt. Nach Bergmann wird das am Amino- 
Ende acylierte Peptid uber den Ester und das Hydrazid in das Azid ubergefiihrt. Dieses 
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setzt man nun in benzylalkoholischer Losung zum Urethan (I) urn (Curtiussche Reaktion) 
und hydriert dieses katalytisch zu einem sehr leicht spaltbaren Aldehydammoniak-Deri- 
vat (11), das in saurer Losung zum Aldehyd, Ammoniak und dem Amid der verkiirzten 
Peptidkette aufgespalten wird : 

____ 
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H,W‘d) Ac.NH.CHR. CO .NH-CHR. NH. CO * 0 *CH,.C6H, 
I 

Ac.NH.CHR *CO.NH*CHR’.NH, + CO, + C,H,.CH, 

I I1 
Hydrolyse 

Ac.NH*CHR.CO.NH,+ R’aCHO + NH, 

Unser Studium iiber einzelne Aminohydro~amsauren~~) hat uns dazu ge- 
fiihrt, die altbekannte Lossensche Abbaureaktion15) der Hydroxamsiiuren zum 
Peptidabbau heranzuziehen. Vorher haben wir die Korperklasse der Amino- 
hydroxamsauren an einigen Verbindungen etwas naher untersucht, woriiber 
zuerst berichtet werden soll. 

Aminohydroxamsauren  
Von diesen Aminosaure-Derivaten war bis vor wenigen Jahren nur eine 

Verbindung, die Glycinhydroxamsaure 16), bekannt. Wie jene, so lassen sich 
auch die anderen Aminohydroxamsauren aus den Estern mit alkoholischer 
Hydroxylamin-Losung leicht erhalten. Auf diesem Weg hat man die Hydro- 
xamsauren des d,Z-Alanins17), d,l-Valins17) und d,l-Isoleucins 17) sowie der 
a-Amino-buttersaure 18) und Glutaminoyl-y-monohydroxamsaure19) dargestellt. 
Wir haben aul3er diesen noch die Hydroxamsauren des d,l-Leucins und die 
Glutaminoyl-a-monohydroxamsaure (111) synthetisiert. Diese entstand, als 
man Glutaminsaure-dimethylester in nicht ganz wasserfreier alkoholischer 
Losung mit Hydroxylamin zur Reaktion brachte. Daneben hatte sich auch 
die Pyrrolidon-a-carboyl-hydroxamsaure gebildet, die aus Pyrrolidon-a-carbon- 
saureester mit Hydroxylamin einheitlich erhaltlich ist . 

Die neue Glutaminoyl-a-monohydroxamsaure wurde im Papierchromatogramm mit 
einer Probe der y-Saure verglichen, die wir durch Umsetzung von Glutamin und Glutamin- 
saure-y-athylester mit Hydroxylamin zum Vergleich bereiteten. Sie zeigte ein deutlich 
verschiedenes Verhalten. RF-Wert: 0.11 fur die a-Saure, 0.06 fur die y-Verbindung, in 
sek.-Butanol + Ameisensaure + Wasser (75: 15: 10). 

Alle Aminohydroxamsauren geben rnit Eisen(II1)-chlorid eine intensive 
weinrote Farbung, die jedoch im Gegensatz zu den gewohnlichen Verbin- 
dungen dieses Typs nur gegen schwache Saure bestandig ist. Sie ver- 
schwindet bei Zugabe von verdiinnter Salzsaure vollstandig und kehrt beim 

14) Th. Wieland u. W. Schiifer, Liebigs Ann. Chem. 676, 107 [1952]. 
15) W. Lossen, Liebigs Ann. Chem. 176,313 [1875]. 
I*) H. Ley u. F. Miinnchen, Ber. dtsch. chem. Ges.46,751 [1913]. 

K. G.Cunningham, 0. T.Newbold, F. S. Spr ing  u. J. S ta rk ,  J. chem. SOC. 
Is) G. Dunn  u. Mitarbb., J. chem. SOC. [London] 1949,2707. [London] 1949,2091. 

19) J. A. Roper u. H. McIlwain, Biochem. J. 42,458 [1948]. 
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Abstumpfen wieder zuruck. Mit der Eisen(II1)-chlorid-Reaktion konnen die 
Aminohydroxamsauren in Losung noch in eiuer Konzent>ration von 10- yo, 
auf dem Papierchromatogramm in 0.1-proz. Losung nachgewiesen werden. 
Mit Ninhydrin geben sie in waisriger Losung beim Kochen eine gelbrote bis 
rote PBrbung, im Yapierchromatogramm beim Erwarmen gelbbraune Flecken. 
Dieser Nachweis ist etwas weniger empfindlich als der oben genannt.e. In 
Bestatigung des Unterschieds der beiden Glutaminoyl-monohydroxamsiiuren 
gibt nur die a-Verbindung diesen, dagegen die y-Saure einen fur Aminosauren 
charakteristischen blauvioletten Farbton. Weitere, weniger empfindliche Naeh- 
weismoglichkeiten beruhen auf der reduzierenden Wirkung gegen ammonia- 
kalische Ag @ -Losung oder eine alkalische Losung von Triphenyltetrazolium- 
chlorid in der Warme. 

Die Aminohydroxamsauren sind weiBe, feinkristalline Verbindungen, deren 
waisrige Losungen ziemlich stark basisch reagieren. Bei der Papierelektro- 
phorese wandern sie bei neutralem pH deutlich zur Kathode. Ihre Loslich- 
keit in Wasser ist bedeutend geringer. als die der zugrunde liegenden Amino- 
sauren uncl nimmt wie dort mit steigender Lange der Alkylkette ab. 

Wie E-Aminosauren, so geben auch die a-Aminohydroxamsauren rnit Cu2" - 
Ionen innerkomplexe Salze von erheblicher Wasserloslichkeit. Eine Ausfiil- 
lung derjenigen von Alanin, Valin, a-Amino-buttersaure, Leucin und Isoleucin 
aus wkI3riger Losung ist also mit diesem Reagens nicht moglich. Wie bei 
der von H. L e y  uiid F. MBnnchen16) untersuchten Glycinhydroxamsaure 
bilden sich rnit einer verdunnten Cu'I-Losung zunachst die violettfarbenen, 
sauren dinieren Komplexe (IV), die mit weiterem CU" in die dunkelgrunen 
einfachen Salze (V) ubergehen. 

.. . . 

OH 
H,N. CHR-C' 

HO,C!. C!Hz. CH,. CH(XH,) . CO . XHOH ci N I 1  HP.CHR-(/a-YU 
"'1 ,' N-0 

0 
I11 IV V 

Glutaminoyl-x-monohydroxamsaure 1aDt sich aus waisriger Losung rnit 
Cu'I als grasgruner flockiger Niederschlag ausfallen. 

Erhitzt man die aliphatischen Aminohydroxamsauren uber ihren Zerset- 
zungspunkt, so tritt starke Gas-Entwicklung ein, wobei Ammoniak und 
Kohlendioxyd ent-weichen. Im Papierchromatogramm zeigt sich danach sehr 
deutlich der Fleck der zugrunde liegenden Aminosaure. 

Diese stellt aber nur ein Nebenprodukt der recht verzweigt verlaufenden Zersetzungs- 
reaktion dar, bei der sich wohl zunarhst unter Wasser-Abspaltung das Aminoisocyanat, 
H,K. CHR.SC0, bildet, welches infolge seiner groSen Reaktionsfreudigkeit zu mehreren 
Beaktionen fahig ist. So kann es 2.B. durch das freie M'asser zu Aldehydammoniak 
verseift werden, der thermisch unter Iminbildung Ammoniak verliert'. Die Papierchro- 
matogramme der Zersetzungsruckstande zeigen die Flecken mchrerer Hydroxa'msauren, 
die wohl durch Addition einer oder mehrerer -4minoisocyanat-M0lekeln an die Amino- 
gruppe der urspriinglichen Aminohydroxan~saure entstanden sind. Das bei der Zerset- 
zung entst'ehende Il'asser ist anch fur das Suftreten von freier Aininosaure verantwort- 
lich, die aus der Hydroxamsaure durch Hgdrolyse entsteht. Die Aminohydroxamsauren 
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sind namlich, wie wir feststellen konnten, gegen hydrolysierendc Agenzien nicht sehr 
bestiindig. Mit 20% Pyridin enthaltendem Wasser erfolgt bei looo bereits in einigen 
Stunden fast vollige Hydrolyse, die natiirlich mit Sauren oder Alkalien in kiirzerer Zeit 
herbeigefiihrt werden kann. 

Die  S c ho  t t en  -B  a um a n n  s c h e R e a  k t ion  bei Aminohydroxamsauren 
liefert als einzig isolierbares Produkt jeweils eine Diacyl-Verbindung, bei der 
die Acylreste an den Aminostickstoff und die OH-Gruppe des Hydroxylamin- 
teils getreten sind. Auf diese Weise wurden Alanin und Leucinhydroxamsaure 
zu den Dibenzoyl-Verbindungen VI umgesetzt. 

C,H,CO.NH,CHR.CO.NH. O*COC,H, C,H5C0.NH~CHR.C0.NK.0.COC,H, 
VI VI I  

Die entsprechende Verbindung der Glycinhydroxamsaure (VI ; R= H) wurde 
aus Hippurhydroxamsaure und Benzoylchlorid dargestellt. Nach kurzem Er-  
warmen mit 1 nNaOH wird daraus zuerst der 0-gebundene Acylrest, nach 
einigen Stunden auch der bedeutend schwerer verseifbare N -  Acylrest abge- 
spalten. Verbindungen des Typs VI  geben rnit einem Aquivalent Alkalialko- 
holat die in Alkohol schwer loslichen, gut kristallisierten N-Alkali-Verbindun- 
gen VII, die fur die nun zu schildernde Abbaureaktion von Bedeutung sind. 

Lossenscher  Abbau  
Die giinstigste Ausfuhrungsform des Lossenschen Abbaus 20), bei dem formal 

aus 1 Mol. Hydroxamsaure 1 H,O abgespalten wird und das intermediar auch 
beim Hofmann- oder Curtius-Abbau auftretende umlagerungsbereite Gebilde 
rnit Elektronensextett am N-Atom entsteht, ist die, daB man eine O-Acyl- 
hydroxamsaure (Acetyl-, besser Benzoyl-Verbindung, vergl. VI) in das Na- 
trium- oder Kalium-Salz uberfuhrt und dieses in wBBriger Losung kurze Zeit 
erhitzt. Dabei findet keine hydrolytische Abspaltung des Acylrestes statt, 
sondern dieser tritt mit beiden Bindungselektronen zusammen rnit dem Metall- 
Kation aus. Nach Umlagerung der Rumpfmolekel zum Isocyanat reagiert 
dieses in bekannter Weise zum symmetrischen Harnstoff, der in unserem Fall, 
zunachst am Beispiel der Hippursaure untersucht, die Bormel VIII hat : 

Hierin liegt eine ahnlich verkappte Formaldehyd-Gruppierung wie im I-ro- 
tropin vor, die bei kurzer Hydrolyse mit Mineralsauren den Aldehyd frei- 
gibt, der in Gegenwart von 2.4-Dinitro-phenylhydrazin als schwer losliches 
Hydrazon ausfallt. AuBerdem entstehen Harnstoff und Benzamid. 

Wir sind nun sofort dazu ubergegangen, ein Dipep t id  (Glycyl-d,Z-leucin) 
nach diesem Verfahren abzubauen. Die hierzu nijtige N-Benzoylglycyl-d,l- 
leucinhydroxamskiure wurde auf zwei Wegen erhalten : 

20) H. R o t e r m u n d ,  Liebigs Ann. Chem. 175,257 [1875]. 
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1.) Das N-Benzoyl-dipeptid wurde uber den Ester mit alkoholischer Hydr- 
oxylamin-Losung umgesetzt. 

2. )  Unter IJmgehung der Esterstufe fuhrte die Anwendung der Anhydrid- 
Methode 21) in einem Arbeitsgang zur Hydroxamsaure in einer Ausbeute voii 
etwa 80%. 

In  beiden Fallen konnten wir die Schwerloslichkeit des CdI-Salzes in 
Wasser erfolgreich zur Isolierung der N-Benzoyl-dipeptidhydroxamsiiure IX 
ausniitzen. Mit ti5 % Ausbeute konnte die Hydroxamsaure nach der Schotten- 
Baumannschen Reaktion in die 0-Benzoyl-Verbindung (X) iibergefuhrt werden, 
die dann mit der berechneten Menge nilO NaOH in Losung gebracht wurde. 
Schon bei Zimmertemperatur begann sich die klare Losung nach einigen 
Minuten zu triiben, und nach mehreren Stunden hatte sich das Harnstoff- 
Derivat X I  fast quantitativ als voluminoser Niederschlag ausgeschieden. 

C,H,CO *NH* CH, * CO * NH * CHR * CO * NHOR' 
IX: .R=CH,.CH(CH,), R'=H X: R=CH2.CH(CH,), R'=COC,H5 

2 X + 2NaOH + (C,H,CO. NH. CI.H,. CO. NH. CHR. NH),CO +2C,H,- C02Na + GO,+ H,O 

XI: R=CH,.CH(CH,), 
Hydrolyse 
___- ---f ZC,H,.CO.NH.CH,.CO,H + 2RCHO + CO(NH,), 

H@ 

Die vollstandige hydrolytische Abspaltung des Aldehyds von diesem Iso- 
valeraldehyd- Abkommling X I  gelang uns schon beim kurzen Aufkochen mit 
waljriger 2 nHC1, wobei in Gegenwart von Dinitrophenylhydrazin das ana- 
lysenreine Dinitrophenylhydrazon des Isovaleraldehyds zur Abscheidung kam 
Sein empfindlicher papierchrornatographischer Nachweis stellt eine n e u e 
B e s t i m m u n g  d e r  C a r b o x y l - E n d g r u p p e  eines Peptids dar. 

C,H,CO. NH. CH,. CO*NH. $lH.CO.NH.CH(CH,) .CO.NH. OR 
CH(CH,). C2H, 

XII: R=H XIII: R=COC,H5 

Vm die Brauchbarkeit der Abbaureaktion an einem Tr ipep t id  zu er- 
harten, wurde nun Glycyl-d,l-isoleucyl-d,l-alanin derselben Reaktionsfolge 
unterworfen. Nach der einleitenden Benzoylierung konnte auch hier die 
Hydroxamsaure XI1 nach der Anhydridmethode (s. 0.) bereitet werden. Als 
storend wurde dabei allerdings die Schwerloslichkeit des Triathylammonium- 
salees in Tetrahydrofusan empfunden, so dalj die Ausbeute des ebenfalls iiber 
das CuI'-Salz isolierten Zwischenprodukts nur 65 04 betrug. Deshalb haben 
wir hier auf die Bereitung von Hydroxamsauren aus den Estern zuruckgegrif- 
fen und mit sehr gutem Erfolg das N-Benzoyl-tripeptid mit Diazomethan in 
den Methylester verwandelt, der dann mit Hydroxylamin in Alkohol die ge- 
wiinschte Hydroxamsaure in 90-proz. Ausbeute ergab. Diese konnten wir 

21) Th. Wieland u. H. Bernhard, Liebigs Ann. Chem. 572, 190 [1951]. 
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in ublicher Weise mit Benzoylchlorid zur 0-Benzoyl-Verbindung XI11 um- 
setzen, die sich dann rnit der berechneten Menge n/,,NaOH in Wasser in 
erwarteter Weise beim langeren Stehen in den komplizierten, aul3erst schwer 10s- 
lichen N.N’-Bis- [cr-(benzoyl-glycyl-d,Z-isoleucyl-amino)-athyl] -hamstoff (XIV) 
vom Sclamp. gegend90O (Zers.) verwandelte. Die Verbindung ist von 1 Mol. 
Kristallwamer auch mit drastischen Mitteln nicht zu befreien. Die carboxyl- 

(C,H,. CO . NH . CH2*C0 * NH * CHR . CO .NH*CH(CH,) *NH),CO 
XIV: R = CH(CH3). C2H, 

endstandige Aminosaure des verwendeten Tripeptids (Alanin) gab sich bei 
der Hydrolyse des Harnstoff-Derivats XIV rnit nlIo HC1 bei looo in 5-10 Min. 
als Acetaldehyd zu erkennen. I m  ReaktionsgefaB schied sich nach kurzer 
Zeit ein weiBer, kristalliner Stoff ab, der sowohl in Basen als auch in verd. 
Sauren unloslich war und sich als Amid des N-Benzoyl-glycyl-d,l-isoleucins - 
also des um einen Baustein verkurzten Peptides - erwies und ebenfalls 1 Mol. 
Kristallwasser hartnackig festhalt. 

Will man von dieser Stufe aus den geschilderten systematischen Abbau 
weitertreiben, so muB das Amid neuerlich in eine Hydroxamsaure ubergefuhrt 
werden. 

Das Problem einer schonenden Amidverseifung ergibt sich auch bei dem jiingst von 
R. Boissonnas12) beschriebenen Peptid-Abbau, bei dem, wie von R. E. L i n s t e a d  
u. Mitarbb.22) a n  N-Acyl-aminosauren gefunden, &US N-Acyl-peptiden durch anodische 
Oxydation in alkoholiacher Losung unter Kohlendioxyd-Abspaltung Acylaminoather in 
guter Ausbeute entstehen: 

ox. 
R * CO .NH- CHR’ . CO,H CH,OH - + R.CO.NH.CHR’*OCH,+ CO, I 

Durch Erhitzen solcher verkappten Aldehyd-Verbindungen wahrend 15 Min. mit 20-proz. 
Balzsaure auf looo gelingt es anscheinend in manchen Fallen, mit der Freisetzung des 
Aldehyds auch eine Verseifung des Amids zu bewerkstelligen, ohne Peptidbindungen an- 
zugreifen. Dieses auch von uns versuchte Vorgehen hat sich nicht ohne gleichzeitigen 
Angriff auf gewisse Peptidbindungen ausuben lassen, so da13 wir uns nach anderen Me- 
thoden zu einer partiellen Amidverseifung umgesehen haben. 

Fur unseren speziellen Fall war naturlich vor allem ein direkter Ersatz 
der Amid- durch die -NHOH-Gruppierung wunschenswert ; ea wurde des- 
halb zuniichst nach bekamtem Vorbild versucht, das Amid in alkoholiseher 
Hydroxylamin-Losung zur Hydroxamsaure umzusetzen. Dazu lieBen wir eine 
solche Losung mit 3 fachem Hydroxylamin-UberschuB in Gegenwart von 
einem Mol. Natriummethylat bei 400 12 Stdn. stehen und isolierten die ge- 
bildete Hydroxamsaure als CuII- Salz. Nach dessen Zerlegung erwies das 
Papierchrometogramm, da13 ein Gemisch von 5 Hydroxamskuren vorlag, die 
durch Vergleich rnit authentischen Proben identifiziert werden konnten. 
Danach hat im untersuchten N-Benzoyl-dipeptidamid XV Spaltung der 
Amidbindungen, wenn auch nicht rnit gleicher Geschwindigkeit, so doch 
an allen nur moglichen Stellen, stattgefunden. 

22) J. chem. SOC. [London] 1961,2854. 
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C,H, . co i NH.CH, .CO ~ K H .  CH.CO :KH, 
j CH(CH,/C,H, 
: I  

xv 
Die auftretenden Hydroxamsauren lieBen sich namlich auf Grund ihrer RF-Werte 

mit groBer Wahrscheinlichkeit als Benzhydroxamsaure, die erwunsehte Benzoyl-glycyl- 
d.Z-isoleucinhydroxamsaure (beide in hoherer Konzentration), Hippurhydroxamsaure, 
Glycyl-d.Z-isoleucinhydroxamsaure und d.Z-Isoleucinhydroxamsaure (in geringerer Menge) 
identifizieren. 

Nach diesem Ergebnis scheint eine Behandlung mit Hydroxylamin bei Oligopeptiden 
eine weitere Moglichkeit zur Ermittlung der Bausteinreihenfolge zu versprechen, da man 
die gefundenen Spaltstucke nur in einer eindeutigen Weise zur Molekel des urspriing- 
lichen Peptids zusammensetzen kann. Die orientierende Verfolgung dieses Ziels bei an- 
deren Peptiden hat jedoch bisher recht widersprechende Ergebnisse geliefert, indem einige 
Benzoyldipeptide zwischen den Aminosauren gespalten wurden, Tripeptide aber nicht 
oder nur zix ganz kleinem Teil reagierten. Eine endstandige Carbonamid-Gruppierung 
erleichtert offensichtlich den Angriff des Hydroxylamins, der, einmal in Gang gekommen, 
zum Zerfall der Molekel fuhrt. Es ist geplant, diesen Abbau gelegentlich eingehender zu 
untersuchen. 

Fur unseren Zweck eines systematischen Vorgehens hatte man auch an 
eine enzymatische TJmamidierung des Amids mit Hydroxylamin denken kon- 
nen23). Die uber diese Reaktion vorliegenden Berichte lassen aber im besten 
Fall einen so geringen Umsatz erwarten, dalj diese Methode fur eine pra- 
parative Anwendung nicht in Frage kam. Deshalb wurde schliel3lich noch 
eine alkalische Amidverseifung in Betracht gezogen und dazu das in Wasser 
sehr schwer losliche N-Benzoyl-glycyl-d,Z-leucinamid (XVI analog XV), das 
wir als Modellsubstanz in groljerer Menge nach der Anhydridmethode synthe- 
tisierten, mit InNaOH erhitzt. Innerhalb von 30 Min. ging hierbei die Sub- 
stanz klar in Losung, durch Ansauern lie0 sich daraus das freie N-Benzoyl- 
glycyl-d,l-leucin mit 70-proz. Ausbeute gewinnen. Somit ist die definierte Ab- 
spaltung der endstandigen Aminosaure aus dem Tripeptid zum Dipeptid ge- 
lungen, das erneut diesem Abbau unterworfen werden kann. 

Hrn. W. L u t t g e n s  danken wir fur die Ausfuhrung der Analysen, ebenso dem Ver-  
b a n d  d e r  chemischen  I n d u s t r i e  e.V., der durch Gewahrung eines Stipendiums die 
Durchfuhrung dieser Arbeit finanziell unterstutzt hat. 

I . _..-I- 

Besehreibung der VersuchezP) 

d,Z -Leu  c i n h y d r  o x a m s ur  e : 5.5 g bei 1100 getrocknetes H y d r o  x y la mi  n - h y d r o  - 
chlor id  wurden in 31 ccm absol. Methanol unter RuckfluB gelost und zu der noch heiden 
Losung unter gutem Umschwenken eine Natriummethylat-Losung hinzugefugt, welche 
durch Auflosen von 1.82 g Natrium in 20 ccm absol. Methanol bereitet worden war. Das 
ausgefallene Natriumchlorid wurde nach dem Abkuhlen abgesaugt und rnit wenig Metha- 
nol nachgewaschen. Diese Hydroxylamin-Losung wurde langsam zu 11.4 g rnit Eis/ 
Kochsalz gekuhltem L e u c i n m e t  h y l e s t e r  unter Ruhren zugetropft. Nachdem der An- 
satz 3 Tage bei Zimmertemperatur gestanden hatte, waren 5.5 g Leucinhydroxamsaure 
ausgefallen. Das Filtrat gab eine noch sehr starke Eisen(II1)-chlorid-Reaktion. Ein- 
engen der Mutterlauge durch Abdunsten des Methanols an der Luft lieferten noch wei- 

23) M. E. J o n e s ,  W.R. H e a r n ,  M. F r i e d  u. J. S. F r u t o n ,  J. biol. Chemistry 195, 
645 [1952]. 24) Alle angegebenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 
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tere Fraktionen der Hydroxamsaure. Zur Analyse wurde aus Wasser umkristallisiert. 
Kein scharfer Zersetzungspunkt, sintert von 175 bis 196O; RF-Wert: 0.33 25). 

C,H,,O,N, (146.2) 
d,Z-Pyrrolidon-a-carboyl-hydroxamsaure und  d,Z-Glutaminoyl-a-mono- 

hydroxamsaure  (111): Diese beiden Verbindungen entstanden nebeneinander bei dem 
Versuch, Glutaminoyl-dihydroxamsiiure iiber den Gluhminsilure-dimethylester darzu- 
stellen. 

10 g Glu taminsaure  wurden in 75 ccm Methanol in der Siedehitze mit Chlomasser- 
stoff gesiittigt, 75 ccm Methanol zusatzlich zugegeben und weitere 3 Stdn. erhitzt. Da- 
nach wurde bei 35O i.Vak. eingeengt, mit 30 ccm Methanol versetzt und der Ester mit 
ammoniakalischem Chloroform 26) in Freiheit gesetzt. Nach Absrtugen des Ammonium- 
chlorids wurde iiberschiiss. Losungsmittel i. Vak. bei 30° abgedampft und der Ester rnit 
einer alkohol. Hydroxylamin-Losung unter Ruhren und Kiihlen versetzt. Die Hydroxyl- 
amin-Losung wurde &us 9.5 'g Hydroxylaminhydrochlorid wie oben bereitet. Die nach 
2 Tagen abgesaugten 6.8 g einer Fallung erwiesen sich - wie das Chromatogramm zeigte 
- als ein Gemisch aus Glutaminoyl-a-monohydroxamsaure und Pyr ro l idon-a -  
carboyl-hydroxamsauure. 6 g dieses Gemisches, gelost in 45 ccm siedendem Wasser, 
lieferten beim Abkiihlen eine Kristallisation feiner weil3er Nadeln. Diese erste Fraktion 
erwies sich chromatographisch als reine Glutaminoyl-a-monohydroxamsiiure. Die Mutter- 
lauge schied beim Abkiihlen eine grobkristalline Substanz im Verlauf eines Tages aus 
(2. Fraktion) ; diese stellte ein Gemisch beider Hydroxamsauren dar (Chromatogramm). 
Aus der Mutterlauge kristallisierte nach dem Versetzen mit dem gleichen Vol. Methanol 
fast reine Pyrrolidon-a-carboyl-hydroxamsaure im Eisschrank aus. Die Gluta- 
minoyl-a-monohydroxamsaure (111) schmilzt bei 186-187O; RF-Wert: 0.11. 

Ber. C 37.04 H 6.22 N 17.26 

Ber. C 49.29 H 9.65 N 19.16 Gef. C 49.52 H 9.87 N 19.26 

C,H,O,N, (162.1) 
111 fiillt rnit Kupfer(I1)-acetat als griines Kupfersalz;  Farbreaktion mit Eisen(II1)- 

chlorid positiv, rnit Ninhydrin a d  dem Papier gelbbraune Flecken. 
Vergleich der  e rha l tenen  Glutaminoyl-a-monohydroxamsaure m i t  der  

be k a n n t e n G 1 u t a m in o y l  - y - mono h y d r  o x a m s ii u r e  : 1 .) Der Schmelzpunkt fiir die 
y-S&ure ist in der Literatur mit 155O angegeben, die erhaltene analysenreine Glut- 
aminoyl-a-monohydroxamsiiure schmilzt scharf bei 186187O. 

2.) Die neue Verbindung konnte auch papierchromatographisch als verschieden von 
der Glutaminoyl-y-monohydroxamsiiure erkannt werden. Zu diesem Zweck wurde so- 
wohl Glutamin als auch Glutaminsiiure-y-athylester mit wll3rig alkalischer Hydroxyl- 
amin-Losung versetzt ; die in beiden Fallen sich bildende Glutaminoyl-y-monohydroxam- 

Gef. C 37.35 H 6.25 N 17.04 

slure zeigte- im Papierchromatogramm einen kleineren RF-Wert (0.06) a h  die a- Saure 
(0.11). 

3.) Mit Ninhydrin ergibt die y-Saure auf dem Papier die fur Aminosiiuren charak- 
teristische blauviolette Farbreaktion, wahrend die Glutaminoyl-a-monohydroxamskure 
den fur a-Amino-hydroxamsiiuren typischen gelbbraunen Farbfleck zeigt. 

Pyrrolidon-a-carboyl-hydroxamsaure: Der aus 12 g Glutaminslure wie oben 
erhaltene freie Es t e r  wurde durch Erhitzen i.Vak. (8 Torr, 160° Bad-Temp., 30 Min.) 
in den Pyrrolidon-a-carbonsiiuremethylester iibergefiihrt. Der sirupartige Riickstand in 
15 ccm Methanol gelost, abfiltriert und mit einer alkohol. Hydroxylamin-Losung (aus 
11.4 g Hydroxylaminhydrochlorid) unter Ruhren und Kiihlen versetzt, ergab eine klare 
Losung, die eine starke Eisen(II1)-chlorid-Reaktion zeigte. Nach 2 Tagen waren bei 
Raumtemperatur 6 g grobkristalline P y r r  oli don -a  - car b o y l  - h y d r  oxa m siiure auskri- 
stallisiert. Zur Analyse wurde aus Wasser umkristallisiert. Schmp. (Zers.) 166167O ; 
RF-Wert 0.28. 

C5H,0,N, (144.1) Ber. C 41.66 H 5.59 N 19.44 Gef. C 41.52 H 5.61 N 19.27 
~~ 

25) Samtliche RF-Werte beziehen sich auf das Losungsmittel: 75 ccm sek.-Butanol, 
15 ccm Ameisensaure, 10 ccm Wasser. Papiersorte: Schleicher Q Schull, 2043b. Ab- 
steigende Chromatographie. 2a) G. Hi l lmann,  Z. Naturforsch. 1,682 [1946]. 

27) B. Hegediis, Helv. chim. Acta 31,745 [1948]. 
78 Chemische Berichte Jahrg. 86 
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Fdlt mit Kupfer(I1)-acetat als griines Kupf ersalz; keine Farbreaktion rnit Nin- 
hydrin. 

Farbreakt ionen  der Aminohydroxamsiiuren 

a) Eisen(II1)-chlorid-Losung: Die Aminohydroxamsiiuren geben - wie all- 
gemein die Hydroxamsauren - init FeCl,-Losung eine intensiv weinrote Fiirbung. Die 
in Wasser schwer loslichen Aminohydroxamsauren, wie z. B. Leucinhydroxamsiiure, lost 
man in der notigen Menge 0.5nHC1. 

Die rote Farbe ist jedoch nur im schwach sauren Gebiet bestandig, sie kann durclr 
Zugabe von Salzsiiure vollkommen zum Verschwinden gebracht werden und tritt nach 
Abstumpfen der Siiure wieder auf. Als FeC1,-Reagens wurde eine 3-proz. methanol. Lo- 
sung verwendet, die sich auch zum Entwickeln der Chromatogramme von Hydroxam- 
stiuren bewiihrte. 

b) Ninhydrin: Die a-Aminohydroxamsiiuren geben beim Aufkochen mit eini- 
gen Kornchen Ninhydrin in walk. Losung eine tiefe Rotfiirbung; in geringerer Konzen- 
tration ist die Farbe gelbrot. Die anderen HydroxamsLuren ohne heie Aminogruppe, z.B. 
Hippurhydroxamsiiure und Pyrrolidon-a-carboyl-hydroxamsiiure zeigen mit 
Ninhydrin keine Farbreaktion. Auf Papier aufgetragen, ergeben die freien Aminohydro- 
xamsiiuren rnit Ninhydrin gelbbraune Flecken. Diese Farbreaktion ist nicht so empfind- 
lich wie die FeC1,-Reaktion. Ein Fleck der Glutaminoyl-a-monohydroxamsiiure wird rnit 
Ninhydrin in der oberen Hiilfte gelbbraun und in der unteren hellrot gefiirbt, ein solcher 
der Glutaminoyl-y-monohydroxams&ure wird wie eine normale Aminosiiure blauviolett 
gef iirbt . 

Reduktionswirkung der Aminohydroxamsiiuren 
Alle Aminohydroxamsauren, auch Hippurhydroxamsiiure und Pyrrolidon-a-carboyl- 

hydroxamsiiure, reduzieren wie freies Hydroxylamin eine ammoniakalische Silbernitrat- 
Losung. Die Reduktion wird durch schwaches Erwiirmen stark beschleunigt. Diese 
Reduktionswirkung unter Abscheidung elementaren Silbers kann auch zur Sichtbar- 
machung der HydroxamsLuren auf dem Papier benutzt werden, doch ist die Empfind- 
lichkeit nicht groBer als die der FeC1,-Reaktion, die Ausfiihrung ist auch umstiindlicher. 
Die Anwendung von Triphenyltetrazoliumchlorid als Reduktionsindicator zur Sichtbar- 
machung yon Hydroxamsiiuren eignet sich ebenfalls weniger gut als die FeCl,-Reaktion. 

Fallung mi t  Knpfer(I1)-Salzen 
A 1 a ni n - , cc - Am in o -bu t t e r s  ii u r e - , Va l in  - , Leu c i n - und I s  ole u c in h y dr  o x a m - 

siiure geben in wiiBr. oder in schwach salzsaurer, mit Natriumaeetat gepufferter Ltisung, 
mit Kupfer(I1)-acetat oder Kupfer(I1)-sulfat tiefdunkelgriine Losungen, aus denen je- 
doch kein Niederschlag ausflockt. Wie bei der Glycinhydroxarnsiiurels) wird auf Zu- 
gabe einer stiirker verdiinnten Kupfer(I1)-Salz-Losung die wiil3r. Losung der anderen 
Hydroxamsiiuren zuniichst unter Bildung des sauren Salzes violett gefiirbt ; ein tZber- 
schuB fiihrt zum Farbumschlag nach Dunkelgriin, wobei sich das neutrale griine Salz 
bildet. Nach Ley  und Miinnchenla) sol1 Glycinhydroxamsiiure aus wiil3r. Losung rnit 
Kupfer(I1)-acetat als Kupfersalz gefiillt werden konnen. Beim Versetzen von Glycin- 
hydroxamsiiure mit einer Kupfer(I1)-acetat-Losung entstanden aber immer nur die 
dunkelgriinen Lijsungen ; Niederschlagsbildung trat nicht ein. Anscheinend mussen hier 
ganz bestimmte Konzentrationsbedingungen erfiillt sein. Beim Versetzen einer wiiBr. Lo- 
sung von Glycinhydroxamsiiure mit Kupfer(I1)-sulfat-Losung entstand zunachat eine 
dunkelgriine Losung, die sich unter Abscheidung des Kupfersalzes bald triibte. Hier 
erfolgte also die Abscheidung des Kupfersalzes, wahrend die anderen Aminohydroxam- 
siiuren nicht fiillbar waren. Die sehr gut fallbaren Kupfersalze der acylierten Amino- 
hydroxamsiiuren gehen auf Zugabe verd. Salzsiiure in Losung, werden aber beim Ab- 
puffern mit Natriumacetat wiedcr ausgefiillt. Glutaminoyl-a-monohydroxamsiiure lkBt 
sich normal ausfiillen. 
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Thermische Zersetzung 
20 mg Alaninhydroxamsaure wurden in ein Gliihrohrchen gefiillt, dessen anschlie- 

Bend ausgezogene Spitze in ein mit verd. Schwefelsaure gefulltes und mit doppelt durch- 
bohrtem Stopfen verschlossenes kleines Reagensrohrchen tauchte. Von hier aus fuhrte 
eine Ableitung in eine mit Barytlauge beschickte Vorlage. Die Alaninhydroxamsiiufe 
wurde nun im Paraffinbad langsam auf ihren Zersetzungspunkt (160O) erhitzt. ES trat 
hierbei eine starke Gas-EntwicHung ein. In  der mit Barytlauge beschickten Vorlage 
fiel Bariumcarbonat aus. Zum Nachweis des Ammoniaks wurde bei einem neu g e f u k n  
Gluhrohrchen die mit verd. Schwefelsiiure gefullte Vorlage gegen eine Wasser enthaltende 
ausgewechselt ; die Zersetzungsgase wurden in eine Losung von Nessler-Reagens ein- 
geleitet. Sofort nach Beginn der Zersetzung gab sich Ammoniak durch die typische 
Nessler-Reaktion zu erkennen (Hydroxylamin bildet mit Nessler-Reagens keinen rot- 
braunen Niederschlag, sondern es wird durch Reduktion grauschwarzes elementares 
Quecksilber abgeschieden). 

Chromatographiert man die bei der Zersetzung entstehende Schmelze, so stellt man 
fest, daB die der Aminohydroxamsiiure zugrunde liegende Aminosiiure z. T1. zuriickgebildet 
wurde. Auf dem mit Eisen(II1)-chlorid entwickelten Chromatogramm ist an Stelle eines 
starken Alaninhydroxamsiiureflecks ein an dieser StelIe schwacher verwischter Fleck, 
der meist nach oben starke Schwanzbildung zeigt. 

Ben z o y 1 - d ,  I - a la nin h y d r  ox am s ii nr e - b en z o a t (VI ; R = CH,) : Diese Verbindung 
wurde dargestellt durch Benzoylierung der d,Z-Alaninhydroxamsiiure in einer waBr.-alkal. 
Losung, die je Mol. Hydroxamsaure 2 Moll. Natriumhydroxyd enthielt. Unter diesen 
Bedingungen scheidet sich das Benzoylierungsprodukt gegen Ende der Benzoylierung 
aus der wiiBr. Losung aus. Die Benzoylierung ist beendet, wenn die Ansatzlosung keine 
FeC1,-Reaktion mehr gibt. Die ausgefallene Substanz wird mit Benzol ausgewaschen 
und aus Aceton umkristallisiert ; Schmp. (Zers.) 138O. 

C1,HI6O4N2 (312.3) Ber. C 65.37 H 5.16 N 8.97 Gef. C 65.66 H 5.52 N 8.84 
Ben z o y 1 - d ,  I - le u c in h y d r  o x a m s ii ur  e - b en z o a t (VI ; R =  CH, . CH( CH,),) wurde 

iihnlich wie oben dargestellt, nur wurden 1 Aquiv. Natriumhydroxyd zur Salzbildung 
der Leucinhydroxamsaure und fur die entstehende Salzsiiure die notige Menge Natrium- 
carbonat zur Neutralisation angewandt. Gegen End?. der Benzoylierung schied sich die 
dibenzoylierte Hydroxamsaure ab, obwohl noch 1 Aquiv. Alkali zur Salzbildung an- 
wesend war. 2.9 g d,Z-Leucinhydroxamsiiure lieferten 5.4 g (78% d.Th.) rohe Dibenzoyl- 
Verbindung. Die Analysensubshnz wurde aus Methanol umkristallisiert ; Schmp. (Zers.) 
157 O. 

C,,H,,O,N, (354.4) Ber. C 67.77 H 6.25 N 7.90 Gef. C 67.32 H 6.19 N 8.03 
Hippurhydroxamsiiure-benzoat (VI; R=H): In einer Losung &us 70 ccrn Was- 

ser, 1.5 g Natriumcarbonat und 1.03 g Natriumhydroxyd wurden 5 g Hippurhydroxam- 
siiure gelost und unter Schiitteh und Kuhlen mit 2.95 ccm Benzoylchlorid versetzt. 
Auf Zugabe ,der zur Neutralisation erforderlichen Menge Eisessig fiel sofort ein volumi- 
noser Niederschlag aus, der nach dem Auswaschen mit Wasser aus 100ccm Methanol 
umkristallisiert wurde. Ausb. 4.5 g = 58.5% d.Th. (umkrist. Reinprodukt); Schmp. 
(Zers.) 157O-158O. 

Ber. C 64.42 H 4.73 N 9.39 C,,H,,O,N, (298.3) Gef. C 64.21 H 4.95 N 9.33 
Kaliumsalz des Hippurhydroxamsiiure-benzoats (VII; R=H): In  eine Ka- 

liummethylat-Losung aus 0.200 g Kalium und 15 ccm Itbsol. Methanol wurden 1.526 g 
reines Hip  pur h y d r  o xamsiiure - benz oa t eingetragen. Sofort nachdem alles gelost 
war, begann das Kaliumsalz des Hippurhydroxamsiiure-benzoats auszukristallisiesen; Zu- 
gabe von 40 ccm.&her vervollstiindigte die Fiillung. Ausb. fast quantitativ; das Ka- 
liumsalz m h  oberhalb von ZOOo. 

C,,H,,O,N,K (336.4) Ber. N 8.32 Gef. N 8.18 
@. M’- E i s  - WOZ o y l a  mi no - me t h y 11 - h a m s  t o ff (VIII) : 2.675 g VII wurden mit 

1 &A.-&pi~; W a O H  in Losung gebracht. Nach dem Auflosen der Substanz zeigte 
dia T&mng emen pH-Wert von 7.5. Aus der klaren Losung schieden sich beim lstdg. 
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Erhitzen im Wasserbad 1.4g eines flockigen Niederschlags aus, der nach dem Umkri- 
stallisieren aus Dimethylformamid in rein weiBer, fein kristalliner Form vorlag ; Schmp. 
247O (nach Th. Curtius28) 246O). 

____ 

C,,H,,O,N, (326.3) 
Ausb. 93 yo d. Theorie. Liefert bei vollkommener Hydrolyse Formaldehyd, Benzoe- 

saure, Kohlenslure und Ammoniak. 
Benzoyl-glycyl-d,Z-leucinhydroxamsiiure (IX): a) n b e r  den Benzoyl- 

g 1 y c y 1 - d , 1 -leu c i n  me t h y le s t e r : 2.7 g des Ben z o y 1 - d i  pe p t i d  e s t e r s wurden in. eine 
methanol. Hydroxylamin-Losung eingetragen, die Aquiv. Hydroxylamin im Uber- 
schuO enthielt. Zu dieser Losung wurde noch 1 Aquiv. Natriummethylat unter Kiihlung 
hinzugefiigt. Die Ansatzlosung zeigte sofort eine starke Eisen(II1)-chlorid-Reaktion. 
Nach 12 Stdn. wurde der Ansatz eingeengt, mit 60 ccm Wasser und zum Anskuern mit 
6 ccm Eisessig versetzt, worauf sich nur eine geringe olige Triibung zeigte. Beim kurzen 
Erwarmen und Schiitteln dieser Losung begann aber rasch eine Kristallisation. Es kri- 
stallisierten 1.4 g (51 yo d.Th.) Rohhydroxamsaure aus; diese envies sich (nach Schmelz- 
punkt und Rp-Wert) als identisch mit der, die in einfacherer Art nach der Anhydrid- 
Methode direkt aus dem Benzoyl-dipeptid erhalten wurde. 

b) Anhydridmethode: 5 g Benzayl -d ipept id  wurden mit 17 ccm Tetrahydro- 
furan und 2.38 ccm Triathylamin versetzt, worauf das Benzoyl-dipeptid in Losung ging. 
Zur Anhydrid-Bildung wurde auf -200 gekiihlt, dann wurden 1.64 ccm Chlorkohlensaure- 
&thylester innerhalb 5 Min. unter Riihren zugetropft. Aus der klaren Losung schied sich 
dabei ein weiOer Niederschlag aus (Triathylamin-hydrochlorid). Nach weiteren 5 Min. 
wurde zu dem Ansatz eine auf - 5 O  abgekiihlte methanol. Hydroxylamin-Losung zugege- 
ben (2 Aquiv. Hydroxylamin). Nach 2 stdg. Stehenlassen bei Raumtemp. wurden 
zur Neutralisation 1 ccm Eisessig und 5 ccm Wasser zugesetzt,; dann wurde der Anmtz 
i.Vak. auf die Halfte eingeengt. Die gebildete HydroxamsaureIX lie13 sich als 
Kupfersalz fallen; dam waren 4.5 g Kupfer(I1)-acetat + 1H,O erforderlich. Nach dem 
griindlichen Auswaschen des griinen Kupfersalzes mit Wasser, Aufschlammen in heiDem 
Methanol, Zersetzen mit Schwefelwasserstoff, Abfiltrieren vom Kupfersulfid und Ab- 
dampfen des Methanols i.Vak. wurden 4.1 g (78% d.Th.) von IX erhalten. Aus 
heil3em Wasser Schmp. 160O; (Zers.) RF-Wert: 0.81. 

Ber. C 58.61 H 6.88 N 13.67 

Ber. C 62.56 H 5.55 N 17.16 Gef. C 62.82 H 6.01 N 17.03 

C,,H,,O,N, (307.3) 
Ben z o y 1 - gl y c y 1 - d , 1 -leu cin h y d r  o x a m s 1 u r e -be nz o a t (X) : In einer Losung aus 

0.40 g Natriumhydroxyd und 0.53 g Natriumcarbonat in 40 ccm Wasser, wurden 3.07 g 
Hydroxamsaure IX zur Auflosung gebracht und unter Kiihlung und kraftigem Schiit- 
teln rnit 1.12 ccm Benzoylchlorid versetzt. Gegen Ende der Benzoylierung schied 
sich ein geringer Teil der benzoylierten Hydroxamsaure als oliges Produkt ab, welches 
bald erstarrte. Nach dem Ansiiuern des Ansatzes schied sich das rohe Benzoat X kri- 
stallin ab. Die Ausbeuten an Rohprodukt betragen nach dieser Methode etwa 65% 
d.Theorie. Aus Methanol Schmp. 150° (Zers.). 

Gef. C 58.52 H 6.85 N 13.82 

C,2H,,0,N, (411.4) 
N.N’-Bis- [benzoylglycylamino-isobutyl-methyl]-harnstoff (XI): 0.218g X 

wurden mit 5.45 ccm NaOH (F=0.975) versetzt. Nachdem sich die Hydroxamsaure 
erst lrlar gelost hette, begann sich die Losung schon nach einigen Minuten zu triiben. Bei 
25O fielen innerhalb yon 2 Tagen 0.131 g (90% d.Th.) XI aus. Aus Methanol Schmp. 204O. 

C,H,,O,N, (552.7) 
Hydrolyse von XI zur Charakterisierung der carboxyl-endstandigen 

Aminosaiure als Aldehyd: Beim kurzen Aufkochen von etwa 5 mg des Harnstoff- 
Derivates mit 7-proz. Salzsaure wird nach dem Filtrieren und Zufiigen einer salzsauren 
Losung von 2.4-Dinitro-phenylhydrazin sofort das 2.4 - Dini t r o - p h en y 1 h y draz on $68 
Isovaleraldehyds ausgeschieden; dieses zeigte in einem Gemisch von Dekalin + cL.5 76 
NitrobenzolZ9) den gleichen RF-Wert wie authentisches Vergleichsmaterial. 

Ber. C 64.21 H 6.13 N 10.21 Gef. C 64.05 H 5.97 N 10.03 

Ber. C 63.00 H 7.29 N 15.20 Gef. C 62.50 H 7.49 N 15.29 

_______ 
zs) S. prakt. Chem. [2] 52,262 [1895]. 
89) Privatmitteil. von Hrn. Prof. Turba ,  Mainz. 
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a) E 8 t e r - 
methode: 3.00 g Benzoyl-tripeptid wurden in 50 ccm Methanol gelost und eine 
iither. Diazomethan-Losung bis zur bleibenden Gelbfiirbung langsam unter Kiihlung 
zugegeben. Das veresterte Benzoyl-tripeptid hinterblieb nach dem sofortigen Abdampfen 
des Losungsmittels i.Vak. ah  weibe, kristalline Substanz; Ausb. 3.1 g = 99.5% d.Theorie. 

3.1 g Benzoyl-tripeptid-methylester wurden mit einer alkohol. Hydroxyl -  
amin-  Losung versetzt, welche 3 Mol.-Aquivv. freies Hydroxylamin und 1.2 Mo1.-Aquivv. 
Natriummethylat enthielt. Der Ansatz wurde zuniichst 11/, Stdn. im Trockenschrank 
auf 40° gehalten und blieb dann im ausgeschalteten Trockenschrank noch 12 Stdn. stehen. 
Aus der methanol. Losung hatte sich das Natriummlz von XI1 in Form weiber kugeliger 
Kristallaggregate ausgeschieden. Die ausgefallene Substanz wurde durch Zugabe von 
1.7 ccm Eisessig und 5 ccm Wasser bei 50° gelost. Mit einer wiilr. Losung von 2.2 g 
Kupfer(I1)-acetat . l  H,O lieB sich die gebildete Hydroxamsiiure als Kupfersalz vollstandig 
fiillen; im Filtrat war keine Hydroxamsiiure mehr nachweisbar. Das Kupfersalz wurde, 
wie iiblich, mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Ausb. an XII: 2.8 g = 90% d.Theorie. Aus 
Methanol Schmp. 190° (Zers.) nach Sintern; RF-Wert 0.79. 

Ben z o y 1 - g 1 y c y 1 - d , Z - is o 1 e u c y 1 - d , 2 - a 1 an  i n h y d r o x a m s Bur e (XII) . 

C,8H,,05N4 (378.4) 
b) Anhydridmethode: 0.40 g Benzoyl-tripeptid wurden rnit 15 ccm Tetra- 

hydrofuran und 0.32 ccm Triiithylamin versetzt. Das benzoylierte Tripoptid ging dabei 
nicht in Losung. Unter guter Kiihlung rnit Eis-Kochsalz erfolgte bei langsamer Zugabe 
von 0.22 ccm Chlorkohlensiiureiithylester die Anhydrid-Bildung in heterogener Reaktion. 

Zu dem Anhydrid wurde eine gut vorgekuhlte wi*Br. Hydroxylamin-Losung, welche 
durch Auflosung von 0.8 g Hydroxylamin-hydrochlorid in 3 ccm Wasser und Neutrali- 
sation mit 1.61 ccm Triiithylamin bereitet worden war, unter krsftigem Umschiitteln auf 
einmal himugefiigt. Nach etwa 10 Min. wurde der Ansatz rnit Eisessig angcsauert, das 
Tetrahydrofuran i. Vak. abgedampft, die eingeengte Losung mit Methanol und etwas 
Wasser versetzt und mit einer wiiBr. Losung von 1 g Kupfer(II)-acetat-lH,O die Hydro- 
xamsiiure als griines Kupfersalz gefiillt. Das Kupfersalz wurde wie ublich mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Auskeute an XI1 : 0.565 g (64.5 yo d. Th.). Die Hydroxamsliure erwies 
sich als identisch mit der nach der Estermethode bereiteten. 

Benzoyl-glycyl-d,Z-isoleucyl-d,l-alaninhydroxams~ure-benzoat (XIII): 
1.2 g XI1 wurden mit 10 ccm Wasser versetzt und durch Zugabe von 0.13 g Natronlauge 
in 5 ccm Wasser in Losung gebracht. Die zur Benzoylierung erforderlichen 0.40 ccm 
(1.1 Mol) Benzoylchlorid und 0.25 g Natriumcarbonat in 5 ccm Wasser wurden abwech- 
selnd anteilweise zugesetzt. Die sich ausscheidende Gallerte loste sich auf Zugabe des 
folgenden Anteils Soda-Losung fast vollig wieder auf. Am Ende der Umsetzung war 
jedoch die Substanz gallertartig ausgefallen; Reaktion schwach basisch. Mit 2nNaOH 
wurde die Gallerte wieder in Losung gebracht. XI11 lieB sich aus der alkal. Losung nach 
dem Filtrieren mit 2nHC1 ausfiillen; die Substanz fiillt entweder sofort in fester Form 
aus oder sie ist fiir kurze Zeit olig. Ausb. 1.36 g (89% d.Th.) mit Ather ausgewaschenes 
Produkt. Man kristallisiert aus Wasser +Methanol (1 :2) um. Die Analysensubstam. wurde 
im Hochvak. bei Raumtemperatur getrocknet; Schmp. 153O (Zers.). 

Ber. C 57.12 H 6.92 N 14.80 Gef. C 57.49 H 6.92 N 14.72 

C,5~o0,N4+ l/,HzO (491.5) Ber. C 61.08 H 6.35 N 11.40 Gef. C 61.06 H 6.53 N 11.50 
N.N'-Bis-[cr-benzoyl-glycyl-d,Z-isoleucyl-amino-iithyl]-harnstoff (XIV): 

1.22 g XI11 wurden in 25.4 ccm nNaOH gelost und die Losung 18 Stdn. auf 35O ge- 
halten. Es begann sehr rasch die Ausscheidung des Harnstoff-Derivats (die Umlagerung 
ist beendet, wenn eine abfiltrierte Probe beim Erhitzen keine Triibung mehr zeigt). Im 
Filtrat konnte Acetaldehyd nachgewiesen werden, d.h. dab unter den angewandten 
Umlagerungsbedingungen ein geringer Teil von XIV bereits hydrolysiert worden war. 
Die von der ausgefallenen Substanz abfiltrierte Losung lieferte beim Ansiiuern nur die 
abgespaltene Benzoesaure (Schmp. 1210). Ausb. an XIV 0.76 g (90% d.Th.) Roh- 
produkt; Schmp. gegen 190° (Zers.). Aus allen angewandten Losungsmitteln fie1 die Ver- 
bindung als iiulerst voluminose Gallerte aus; es konnte daher keine saubere Umkristal- 
lisation erzielt werden. 
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H y d r o l y s e n  v o n  XIV. 1.) H y d r o l y s e  z u r  C h a r a k t e r i s i e r u n g  d e r  c a r b o x y l -  
e n d s t a n d i g e n  Aminosaure  a l s  Aldehyd:  Beim kurzen Aufkochen einiger mg yon 
XIV mit 1nHC1 tritt deutlich der Geruch nach A c e t a l d e h y d  auf. Nachdem vom 
Ungelosten abfiltriert war, fiel auf Zugabe von salzsaurem 2.4-Dinitro-phenylhydra- 
zin das 2.4-Dinitro-phenylhydrazon des A c e t a l d e h y d s  aus; die Identifizierung 
erfolgte wie bei XI. 

2.) H y d r o l y s e  i m  EinschluBrohr :  Eine Probe von XIV konnte durch 16stdg. 
Erhitzen mit Wasser auf 160° unter Abspaltung von Acetaldehyd in einen Stoff zerlegt 
werden, der nun im Gegensatz zu XIV beim Abkuhlen der Losung in kugeligen Kristall- 
aggregaten kristallisierte. Nach der totalen Hydrolyse wurden nur noch Glyc in  und 
I s  ole u c in  im Papierchromatogramm angezeigt. Der Schmp. dieser Verbindung liegt bei 
178O. Die fur Be nz  o y 1 - g 1 y c y 1 - d , I - i s  ole  u c in  - a m i d  berechnete Zusammensetzung 
ergibt folgenden Stickstoffwert : 

C,,H,10,N3+ 1 H,O (309.4) Ber. N 13.58 Gef. N 13.73 
3.) H y d r o l y s e  m i t  verd.  Sa lzsaure :  Beim Erhitzen mit In, l/lon und I/,,nHCl 

wurde XIV in 5-10 Min. im siedenden Wasserbad in die oben beschriebene Verbindung 
vom Schmp. 178" verwandelt. Z.B. wurden 100 mg XIV rnit 4 ccm l/lonHCl und 3 ccm 
reinem n-Propanol im siedenden Wasserbad erhitzt, worauf sich die Substanz loste. Gleich- 
zeitig wurde durch den Hydrolyseansatz Luft gesaugt, und zwar so, daB nach 5-10 Min. 
der Propylalkohol zum groBten Tei! verdainpft war. Die Losung hegann sich dann 
zu triiben und beim Abkiihlen kristallisierten 64 mg (74% d. Th.) Benzoyl -g lycyl -  
d ,Z-isoleucin-amid (vom Schmp. 178O) aus. 

C,,H,,O,N,+ 1 H,O (309.4) Ber. C 58.23 H 7.48 N 13.58 Gef. C 58.03 H 7.23 N 13.73 
Ben z o y l  - g 1 y c y 1 - d ,  I - le  u c i n a  m i  d (XVI, analog XV) : 5 g B enz  o y 1 - g 1 y c y 1 - d , Z - 

l euc in  (aus Hippursaure und d,Z-Leucin nach der Anhydridmethode mit 60% Ausb.) wur- 
den in 38 ccm Tetrahydrofuran und 2.38 ccm Triathylamin gelost. Bei guter Eis-Koch- 
salz-Kiihlung erfolgte die Anhydrid-Bildung durch Zugabe von 1.64 ccm Chlorkohlen- 
saureathylester. Das Anhydrid wurde mit 5 ccm konz. waBr. Ammoniak-Losung, welche 
auf etwa -loo abgekiihlt worden war, auf einmal versetzt und sofort im Kaltebad krLf- 
tigst geschuttelt. Nach etwa 15Min. wurde zu dem Ansatz Wasser hmzugefiigt. Es 
fiel sofort eine groBe Menge eines weiBen, feinkristallinen Stoffs aus. Der Niederschlag 
lronnte durch Abdampfen des Tetrahydrofurans i. Vak. vermehrt werden. Das ausge- 
fallene Produkt war das gewiinschte Amid. Die Umkristallisation erfolgte aus Wasser, 
dem etwas Methanol zugesetzt worden war. Schmp. 204O; Ausb. 3.6 g (71% d.Th.). 

C,,H,lO,N, (291.3) 
Verseifling des  Amids:  275 mg wurden mit 5 ccm lnNaOH im Wasserbad auf 

l o O D  erwkrmt. Unter Abspaltung von Ammoniak ging das Amid innerhalb yon 30 Min. 
vollig in Losung. Nach dem Einstellen in Eis + Wasser wurde filtriert und mit konz. 
Salzsaure angesauert, wobei sich Benzoyl- glycyl-d,Z-leucin erst olig abschied, aber 
nach 10 Min. kristallisierte. Die erhaltene Substanz zeigte beim Misch-Schmelzpunkt rnit 
authentischem Benz  o y 1 - g 1 y c y 1 - d , Z - l e u  c in  (Schmp. 1520) keine Erniedrigung ; Ausb. 
189 mg (68% d.Th.). 

Ber. C 61.83 H 7.26 N 14.42 Gef. C 61.42 H 7.15 N 14.31 




